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33-A 33-B 33-C 61-A
PeakNo
図7:各ピークフラクションのラジカル消去活性
表2:各ピークフラクションの収昌
収量(mg)PeakNo
33-A 0．7
33-B 0.5
33-C 0.6
61-A 0.9
Ⅲ．10
第4節イシル中のラジカル消去活性成分の同定
実験方法
（1）リクロマトグラフィーによる単離
逆相クロマトグラフィー（第3節）において高いラジカル消去活性を示した33-A,
33-B,33-C,及び61-Aをロータリーエバポレーターで乾固後,0.1%TFA水溶液1ml
を添加し，超音波洗浄器で10分間溶解した。溶解した各フラクシヨンは,0.45"mの
フィルター で濾過後,PhenomenexLuna5"C18(2)(･4.60mm×150mm)カラムを
用いたりクロマトグラフィーにより単離した。溶出条件は第3節と同様である。
(2)アミノ酸配列分析
リクロマトグラフィーにより得られた単一ピークフラクションについて，
MALDI-TOFMS(Vbyager-DESTR:AppliedBiosystems,USA)による精密質量分
析およびN末端アミノ酸配列分析(Procise494HTProteinSequencingSystem:
AppliedBiosystems,USA)に供した。分析は，タカラバイオ僻)および妹)アプロサ
イエンスに依頼した。
結果
リクロマトグラフィーにより，表3に示した画分が得られた。現在，これらのアミ
ノ酸配列分析を行っている。
表3:得られたピークフラクション
PeakNo. アミノ酸配列
33-A
33-B
33-B-1
33-B-2
33-B-3
33-C
61-A 口分析中
今後，配列が確認できたペプチドを用いて，再度ラジカル消去活性を評価する予定
である。
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総括
近年，少子高齢化の進行，生活習慣病の増加，医療費の負担増大等を背景に，食の
三次機能と呼ばれる生体調節機能に多くの関心が払われ，生体の健全性維持に役立て
ようとする研究も盛んに行われている。三次機能は，免疫力を高めたり，生活習慣病
を予防したりする等範囲が広く，未知の機能も多い。特に，老化やがんをはじめとす
る生活習慣病は，生体内で発生する活性酸素が生体膜を構成している不飽和脂肪酸や
LDL(低密度リポタンパク質),DNA等を酸化させることが最近の研究で明らかにな
っている2')。従って，これらの酸化障害を抑制する抗酸化物質の重要性が認識され，
特に食品中に含まれる抗酸化物質による予防の重要性が注目されている。
一方，スローフード活動の広まりにも見られるように，全国各地で地産地消や伝統
食品の継承等が重要視されている。地域固有食品の栄養評価はもちろんのこと，それ
らに含まれる生体調節機能を明らかにすることは，新規食品の開発や地場産業の発展
につながると考えられる。
本研究では数ある地元伝統食品の中から，現在機能性が注目されているかぶらずし
及びイシルを取り上げた。特にイシルは，製造過程において自己消化酵素によりタン
パク質等が低分子化しているため，新たな酵素処理をせずに，アミノ酸やペプチド等
の有効な成分を得ることができると考えられる。これまでにも，多くの窒素化合物に
おいて抗酸化性の存在が明らかになっており，特に分子量2,000～3,000程度のペプチ
ドに高い抗酸化性が確認されている8,9)。イシルについては，これまでに製造過程にお
ける成分変動22,23)や抗酸化性及びアンジオテンシンI変換酵素(ACE)阻害活性と
いった機能性を有すること24)が報告されている。しかし，イシルから抗酸化作用を示
す物質を単離・同定したという報告は見当たらない。したがって，本研究では魚醤油
イシルから抗酸化性成分を精製し，その有効性について検討することを目的とした。
まず，イカイシル及びイワシイシルのラジカル消去活性について検討したところ，
イカイシルが約1,500～1,650"gnolox/g,イワシイシルが900～1,100"gTrolox/g
と非常に高い活性を示した。平均では，イカイシルはイワシイシルの約1．6倍の活性で
あった。一般に，食品の発酵過程において食品由来の酵素あるいは発酵菌により，食
品タンパク質はペプチドやアミノ酸といった低分子物質に分解されるが，これらぺプ
チFやアミノ酸の一部は抗酸化性物質として知られている。山口ら2)は，3種の醤油
における抗酸化性を比較し，抗酸化性は全窒素量に比例すると報告した。また，道畠
ら3)によれば,イカイシルの全窒素含量は1.73～2.499/100m1,イワシイシルでは1.42
~2.169/100mlであり，イカイシルの方がイワシイシルに比べて高いことを示してい
る。これらのことから，醤油と同様に，イシルにおいても発酵過程において生成した
窒素化合物が抗酸化性に関与していると考えられる。よって，活性の高いイカイシル
を用いて，それらに含まれるラジカル消去活性成分の精製を行った。
Ⅲ-12
イカイシル70％エタノール抽出液を，ゲル濾過クロマトグラフィーにより分離した
ところ，分子量3,076以下の低分子量画分に高いラジカル消去活性が認められ,F-33
では約43,000"g'IYolox/g,F･61では約21,000"gT,rolox/gであった。F-33において
は,Abs､500nmが最高値を示し，イシル製造過程中のアミノカルボニル反応によって
生成された褐色色素メラノイジン等が溶出し，ラジカル消去活性に寄与したと考えら
れる。また,F-61においては,Abs.220nmが比較的高く，低分子窒素化合物が多く
溶出し，ラジカル消去活性に影響を及ぼしたと推測される。
ゲル濾過クロマトグラフィーにおいて高いラジカル消去活性を示したF-33及び
F-61を逆相クロマトグラフィー により精製したところ,約16,000～22,000"gTrolox/g
と非常に高い活性ピークが得られた。これは，イカイシル本体の10～13倍に相当する
活性であった。
これまでに，タンパク質のプロテアーゼ加水分解物から多種多様な抗酸化成分が分
離．同定されている。末綱ら25)は，かつお節タンパク質のモルシン分解物から，
Val-IWs-Leu他10種類の抗酸化ペプチドを単離し,C末端ならびにN末端に分岐鎖ア
ミノ酸(Val,Leu,Ile)を持つ構造は高い抗酸化活性を発現したと報告している。ま
た，山口26)によれば，天然に存在する20種類程度のアミノ酸の中で,Met,Try,His
及びwrを多く含むペプチドの抗酸化性が強いとされる。さらに，山口ら9)は，抗酸
化性の強いMet,TYy,His及びWrのジペプチ腹中の位置による抗酸化性の変化を測
定している。その結果，ジペプチドの抗酸化性はペプチド中のアミノ酸の位置によっ
て変化し,Met及びFIisはC末端にある方が抗酸化性は大であり，逆にTYy及びTSrr
はN末端に位置する方が効力は大であった。柘植ら27)は，卵白アルブミンのプロテア
ゼー加水分解物から3種類の抗酸化ペプチド(Ala-His･IWs,Val-His-His,
Val-His･His-Ala･Asn･Glu･Asn)を分離・同定した。彼らは，同定したペプチドの構成
アミノ酸としてRisが含まれていることが重要であると述べている。Chenら28)は，
大豆タンパク質であるβ・コングリシニンのプロテアーゼ加水分解物から，
Leu-Leu-Pro･HiS･His他5種類のペプチドを分離・同定した。さらに,Chenら29)は，
Leu-Leu･Pro-His-Hisを骨格ペプチドとして,抗酸化ペプチドの構造と活性との相関に
ついて検討を行い，ペプチドを構成しているアミノ酸残基と同様に，配列によって抗
酸化性が大きく異なることを明示している。また，その中でHis-Pro-His,
His-Pro･His-Leuがリノール酸の自動酸化に対して抗酸化性を示すことを報告してい
る。
本研究では今後，得られたペプチドのアミノ酸配列を分析し，さらにこのペプチド
のラジカル消去活性を評価した上で再度既報の知見と比較する予定である。また，今
回得られた活性画分は,invitroにおいて非常に高いラジカル消去活性を示したが，そ
れらの成分が体内摂取後も同様の作用を示し得るかどうかは別の問題である。今後，
invivoにおいてその有効性が実証されるとともに，伝統食品由来のラジカル消去活性
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成分として活用されることを期待する。
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